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摘要 : 研究了几种金属离子对青霉 ( Penici l l i um amagasakiense) 葡萄糖氧化酶 (简称 GOD , EC. 1. 1. 3. 4) 活力的影响.
金属离子对酶活力的影响表明 :Na + 、K+ 、Ca2 + 、Pb2 + 、Mn2 + 等对酶活力基本没有影响 ;Al3 + 、Zn2 + 对酶有一定的激活作
用 ;Ag + 、Hg2 + 、Mg2 + 、Cd2 + 、Cu2 + 、Co2 + 等对该酶活力有不同程度的抑制作用. 其中 Ag + 、Cu2 + 、Hg2 + 对酶的抑制作用
较强 ,随着抑制剂浓度增大 ,酶活力呈指数下降 ,导致酶活力下降 50 %的抑制浓度为 0. 08、10. 0 和 31. 25μmol/ L . 进一
步研究了 Ag + 的抑制动力学 ,结果显示 :Ag + 对酶的抑制作用为竞争性可逆抑制 ,抑制常数 ( KI) 为 0. 065μmol/ L . 该研
究对青霉葡萄糖氧化酶的应用具有一定的参考价值.
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　　葡萄糖氧化酶 (简称 GOD , EC. 1. 1. 3. 4) 能够在
有氧气的条件下专一性催化β2D2葡萄糖生成葡萄糖




无副作用 ,自 20 世纪初被发现以来 ,已广泛应用于食
品医药、临床化学、分析化学等许多领域[2 ] . 在食品工
业中 ,用于食品脱氧 ,改善食品和饮料的品质 ;同时还
用于面粉的改良工艺等方面[ 3 ] . 在医药工业中 ,用于血
糖的测定及尿糖、尿酮体的检测 ,可制成糖尿试纸或试
剂盒用于临床诊断 ;还可防止口腔疾病和牙病的发
生[4 ] ,有文献报道 ,葡萄糖氧化酶抑制法可以用于检测












Bio Basic Inc 产品 ;其余化学试剂均为国产分析纯 ;其
它生化试剂均为国药集团化学试剂有限公司生产.
1. 2 　实验方法
1. 2. 1 　酶蛋白浓度的测定
酶浓度测定采用 Folin2酚法[6 ] .
1. 2. 2 　酶活力的测定
葡萄糖氧化酶活力的测定 :参考文献 [ 7 ]方法 ,
在 3 mL 的反应体系中 ,包含 0 . 1 mol/ L 磷酸缓冲
液 (p H 7 . 0) , 16 mmol/ L 苯酚及 4 mmol/ L Triton
X2100 ,7 . 5 mmol/ L 的 42氨基安替吡啉 ,0 . 55 mol/
L 葡萄糖溶液及 0 . 1 mg/ mL 辣根过氧化物酶 ,震荡
混匀 ,加入 0 . 1 mL 葡萄糖氧化酶溶液 ,用 Beckman
DU2650 型分光光度计 ,于 37 ℃、λ= 500 nm 自动
记录随时间变化的吸光度值 . 酶活力单位的定义
为 :在上述条件下 ,每毫升每分钟催化葡萄糖水解
产生 1μmol 产物的酶量 . 比活力的定义为 :每毫克
酶蛋白所具有的酶活力单位数 .
1. 2. 3 　金属离子对酶活力作用的测定
采用 1. 2. 2 酶活力测定方法 ,在测活体系中 ,加入
不同浓度的金属离子 ,对照组中不加入金属离子 ,测定
酶的相对活力 ,分析它们对酶活力的影响. 实验均重复
3 次 ,每次 3 组平行实验.
1. 2. 4 　金属离子对酶活力的抑制动力学测定
采用1 . 2 . 2酶活力测定方法 ,固定底物浓度为
0. 55 mol/ L ,在含不同浓度金属离子的测活体系中 ,
研究酶量与酶活力的关系 ,分析它们对酶的抑制机理.
抑制类型的判断是根据改变底物浓度 ,在含不同浓度
金属离子的测活体系中 ,测定酶活力 ,通过 Lineweav2
er2Burk 双倒数作图法 ,比较酶催化反应的动力学参
数 ,包括米氏常数 ( Km )和最大反应速度的变化.
　　图 1 　Ag + 、Hg2 + 、Cu2 + 对青霉 GOD 催化活力的影响
　　Fig. 1 　Effect s of Ag + 、Hg2 + and Cu2 + on the activity of GOD
2 　结　果
2. 1 　金属离子对酶活力的影响
参考文献[ 829 ] ,在测活体系中 ,加入不同浓度的
金属离子 ,观察各种金属离子对酶活力的影响. 结果表
明 ,Na + 、K+ 、Li + 、Ca2 + 、Pb2 + 、Mn2 + 等对酶活力基本
没有影响 ,Al3 + 、Zn2 + 对酶有一定的激活作用 (表 1) .
当浓度分别为 0. 6、1. 0 mmol/ L 时酶活力提高为原来
的 115. 4 %和 116. 9 %. Cd2 + 、Ba2 + 、Mg2 + 、Co2 + 、Cu2 + 、
Ag + 、Hg2 + 等对该酶活力有不同程度的抑制作用 ,其
中 ,Cu2 + 、Ag + 、Hg2 + 对酶活力有较大的抑制作用.
2. 2 　金属离子对酶活力的浓度效应
以 Ag + 、Cu2 + 、Hg2 + 为效应物 ,研究它们对酶活
力的影响 ,结果 (图 1) 表明 :随着效应物浓度的提高 ,
酶活力逐渐下降 ,呈现浓度效应. 测定导致酶活力下降
50 %的Ag + 、Cu2 + 、Hg2 + 效应物浓度 ( I C50 ) 分为0. 08、
10. 0、和 31. 25μmol/ L . Ag + 对该酶的抑制能力明显
高于 Cu2 + 、Hg2 + 的抑制能力.
表 1 　金属离子对青霉 GOD 活力的影响










(mmol ·L - 1)
相对活
力/ %
对照 　　　　 100. 0 对照 　　　　　 100. 0
AlCl3 0. 3 109. 4 ±2. 2 CoCl2 10. 0 80. 3 ±2. 3
0. 6 115. 4 ±2. 5 CuCl2 0. 01 51. 0 ±2. 4
ZnCl2 0. 5 107. 4 ±1. 6 0. 05 5. 9 ±1. 6
1. 0 116. 9 ±2. 5 0. 10 4. 8 ±2. 3
CdCl2 1. 0 89. 1 ±1. 3 AgCl 0. 00003 78. 3 ±2. 1
2. 0 74. 8 ±1. 6 0. 00010 36. 2 ±1. 7
BaCl2 5. 0 85. 4 ±2. 3 0. 00030 16. 9 ±1. 5
10. 0 80. 3 ±1. 8 HgCl2 0. 00625 80. 0 ±1. 4
MgCl2 50. 0 72. 8 ±1. 6 0. 02500 56. 8 ±1. 6
100. 0 59. 3 ±1. 7 0. 06875 32. 5 ±2. 4
2. 3 　Ag + 对酶抑制作用机理的判断
分别在含不同浓度Ag + 的测活体系中 ,固定底物
浓度为 0. 55 mmol/ L ,改变酶的加入量 ,测定不同浓
度Ag + 对青霉 GOD催化葡萄糖的催化活力影响 . 以
效应物作用后的剩余酶活力对加入酶量作图 ,得到一
组通过原点的直线 (图 2) ,随着效应物浓度的增大 ,直
线的斜率降低. 此结果说明 Ag + 对酶的抑制作用属于
可逆过程 ,增加 Ag + 导致酶活力下降是由于酶活力受
到抑制 ,催化效率降低 ,而不是通过减少有效的酶量引
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　图 2 　在不同 Ag + 浓度下酶活力和酶量的关系
　曲线 0～4 分别代表 Ag + 的浓度为 0、0. 03、0. 06、
0. 09、0. 12μmol/ L
　Fig. 2 　Effect s of GOD concentration on it s activity for the
hydrolysis of glucose at different concentrations of
Ag +
起酶活力的下降.
　　图 3 　Ag + 对青霉 GOD 的抑制类型
　　曲线 0～4 分别代表 Ag + 的浓度为 0、0. 03、0. 06、0. 09、0. 12μmol/ L
　　Fig. 3 　Lineweaver2Burk plot s for the hydrolysis of glucose by the enzyme in different concentrations of Ag +
2. 4 　Ag + 对酶的抑制作用类型及抑制常数的
测定
在测活体系中 ,固定加入的酶量 ,改变底物浓度 ,
测定不同浓度 Ag + 对酶活力的影响 ,以 Lineweaver2
Burk 双倒数作图 ,判断 Ag + 的抑制类型 ,结果见图 3.
由图可见 , Lineweaver2Burk 双倒数作图得到一组相
交于纵轴的直线 (图 3A) ,说明 Ag + 对酶的抑制作用
属竞争性类型. Ag + 和底物 (S) 竞争游离酶 ( E) 的结合
部位 ,但不能和结合酶 ( ES) 结合. 以不同 Ag + 浓度下
的表观米氏常数 ( Kmapp ) 对 Ag + 浓度作图为直线 (图










力 ,称为酶的金属离子抑制剂[10 ] .
本实验较为系统地研究了常见金属离子对尼崎青
霉 GOD 活力的影响及其抑制机理 ,结果表明 : Li + 、
Na + 、K+ 、Ca2 + 、Mn2 + 对酶活力没有影响 ; Al3 + 和
Zn2 + 对该酶有轻微的激活作用 ;Ba2 + 、Co2 + 、Cd2 + 对酶
有轻微抑制作用 ,而 Cu2 + 、Ag + 、Hg2 + 对酶均具有强
烈的抑制作用 ,其 I C50 分别为 : 10、0. 08 和 31. 25
μmol/ L . 抑制动力学研究结果表明 ,Ag + 对该酶的抑
制机理表现为可逆竞争性抑制 ,说明 Ag + 不影响最大
反应速度 (V m ) ,只影响米氏常数 ( Km ) . 它与底物 ( S)
竞争游离酶 ( E) 的结合部位 ,但不能和结合酶 ( ES) 结
合. 故可以通过增加底物浓度而克服 Ag + 对酶的竞争
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性抑制效应. 用透析等物理方法可以解除抑制 ,其抑制
常数 ( KI ) 为 0. 065μmol/ L . Hg2 + 对酶具有不可逆抑
制作用 ,这可能是重金属离子引起 GOD 变性的原因 ,
该作用不能用透析等物理方法解除. Cu2 + 对来源不同
的酶会表现出不同的效应 ,在本实验中表现为强烈抑
制作用 ,其对 GOD 的抑制机理有待进一步的分析. 翟
彤宁[ 11 ]等报道了 Ag + 、Hg2 + 、Al3 + 、Cu2 + 等离子对黑
曲霉 GOD 催化反应的影响 ,发现 Ag + 、Hg2 + 对此反
应体系有较强抑制作用 ,Al3 + 有轻度激活作用 ,Cu2 +
基本无影响. 他的结论除 Cu2 + 对该酶的抑制作用相反






催化动力学的影响 ,对 GOD 的生产与测活方法、催化
机理及功能研究具有重要的指导意义.
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Effects of Metal Ions on the Activity of GOD from
Penicillium ama gasa kiense
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Abstract :Effect s of metal ions on the activity of GOD from Penici l l i um amagasakiense were studied. The result s showed that Na + ,
K+ ,Ca2 + ,Pb2 + and Mn2 + effected lightly on the enzyme activity ,while Al3 + and Zn2 + enhanced the enzyme activity lightly. Ag + ,
Hg2 + ,Mg2 + ,Cd2 + ,Cu2 + and Co2 + inhibited the enzyme activity. Ag + ,Cu2 + and Hg2 + inhibited it obviously. They were potential po2
tent inhibitor ,and the inhibitor′s concentration leading to 50 % of enzyme activity lost ( I C50 ) for Ag + ,Cu2 + and Hg2 + were estimated
to be 0. 08 ,10. 0 and 31. 25μmol/ L , respectively. The inhibitory kinetics and mechanism of Ag + on the enzyme were studied. It
showed that the inhibition of Ag + to GOD was reversible and competitive. The inhibition constant ( KI) was determined to be 0. 065
μmol/ L . The data f rom this study can be useful to the application of GOD.
Key words :glucose oxidase ; penici l l i um amagasakiense ;metal ion ;inhibition
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